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DMMUNOGENE MUC1-GLYKOPEPTTDE 



Die vorliegende Erfindung betrifft MUCl-Peptidfragmente und betrifft Verfahxen zur Her- 
stellung solcher Peptidfragmente. Die Erfindung betrifft weiterhin ein ex vzw-Verfahren zur 
Herstellung einer Population autologer Antigen prasentierender Zellen (APCs) und zur Her- 
10 stellung gentechnisch erzeugter APCs, die zur Induktion von effektiven Immunreaktionen 
gegen MUC1 in der Lage sind. Die Erfindung betrifft weiterhin APCs, die durch diese Ver- 
fahren gewinnbar sind, ebenso wie die Verwendung der oben erwahnten Fragmente und 
AjSmAPCs in einer therapeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Brustkrebs und ande- 
^^ren MUCl-positiven Karzinomen, einschlieMch kolorektalem Karzinom, Pankreas- und Ma- 
15 genkarzinom. 

MUC1 wird in Brustkrebs- und vielen anderen Karzinomen uberexprimiert und es ist be- 
kannt, dass die Tumor-assoziierte Glykoform des Mucins innerhalb seiner Wiederholungs- 
bzw. Repeat-Domane vielfaltige Peptidepitope exponiert. Diese immunogenen Peptidepitope 
20 machen MUC1 zu einem viel versprechenden Tumorantigen mit einem diagnostischen wie 
auch therapeutischen Potential bei der Behandlung von Krebs. 

•Die Entwicklung einer wirksamen Vakzine bzw. Impfstoffes und von Immuntherapien gegen 
Inenschliche Krebserkrankungen und gegen infektiose Substanzen hangen oftmals von der 
25 Erzeugung protektiver Immunreaktionen gegen spezifische Domanen von Membranproteinen 
ab. Die Tandem-Repeat-(TR-) Domane des Brust-, Pankreas- und Ovartumorantigens, des 
humanen Mucins MUC1 (Barnd et al., PNAS USA 86: 7159-7163, 1989; Jerome et al., Can- 
cer Res., 51: 2908-2916, 1991), die neutralisierende Hauptdomane (principal neutralizing 
domain) von HTV-1 (Javaherian et al., PNAS USA 86: 6768-6772, 1989; Javaherian et al., 
30 Science, 250: 1590-1593, 1990) und die Prolin-reiche Neutralisierungsdomane (= prolin rich 
neutralization domain) des AuBenoberflacheneinheits-Proteins des felinen Leukamievirus (= 
feline leukemia virus external surface unit protein) (pg-70) (Nunberg et al., PNAS, 81: 3675- 




3679, 1984; Elder et al., J. Virol., 61: 8-15, 1987; Strouss et al., J. Virol., 61: 3410-3415, 
1987; Nick et al., J. Gen. Virol., 71: 77-83, 1990) sind Beispiele hierfur. 

Bezuglich MUCl wurden humorale und zellulare Reaktionen bei Krebspatienten (1, 2), je- 
5 doch auch bei schwangeren Frauen (3) und gesunden Personen (4) gezeigt. Obwohl diese 
natiirlicben Reaktionen ublicherweise nicht ausreichen, um das Fortschreiten von Krebs zu 
bekampfen, werden von MUCl stammende Peptide oder Qykopeptide gegenwartig in klini- 
schen Versuchen zur Auslosung von therapeutischen und prophylaktischen Immunreaktionen 
in Menschen verwendet (5, 6). 

10 

Es existieren zunehmende Beweise dafur, dass die Auslosung von effizienten humoralen und 

•CTL-Reaktionen auf MUCl der Aktivierung spezifischer T-Helferzell-Klone bedarf, die 
durch MHC-Klasse-n-prasentierte Antigenfragmente induziert wird. Die Erzeugung von 
MHC-Klasse-n-restringierten Peptidepitopen durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs), 
15 wie dendritische Zellen (DCs), folgt einem mehrstufigen Verfahren, das mit der Endozytose 
beginnt, gefolgt von der Prozessierung bzw. Verarbeitung in den spat-endosomalen Kompar- 
timenten und die Bindung proteolytischer Peptidfragmente an MHC-Klasse-H-Proteine und 
deren Transport zur Zelloberflache zur Folge hat. Wahrend viele Aspekte dieses komplexen 
Prozesses bereits ans Licht gebracht wurden, existiert gegenwartig kaum ein Beweis fur die 
20 Prozessierung und MHC-Klasse-E-Prasentation von glykosylierten Antigenen, insb esondere 
den stark O-glykosylierten Mucin- Antigenen. Um die Entwicklung effizienter Tumorvakzi- 
nen auf Grundlage von MUCl zu ermoglichen, ist die Kenntnis, wie DCs oder andere APCs 

•O-glykosylierte Peptide behandeln, von Bedeutung. Eine besondere Frage in diesem Kontext 
betrifft das Schicksal komplexer O-gebundener Glykane wahrend der Prozessierung, weil 
25 eine effiziente Peptidfragmentierung eine vollstandige oder teilweise Entfernung von Zuckern 
vor der Proteolyse mit sich bringen kann. O-gebundene Glykane konnen die Prozessierung 
auch bezuglich der Zuganglichkeit von Spaltstellen lenken und beschranken deswegen einer- 
seits das Muster der Peptidfragmente, wahrend sie andererseits das Muster der Epitope berei- 
chern. Die Erfinder haben kurzlich durch immunologische Verfahren gezeigt, dass MUC1- 
30 Core- bzw. Kernglykane wahrend der Prozessierung nicht entfernt werden, und dass Glyko- 
peptide, die von MHC-Klasse-II prasentiert werden, zur Aktivierung von T-Zell-Hybridomen 
in der Lage sind (nicht veroffentlicht). 




Obwohl mehrere Cathepsine als Bestandteile des Prozessierungsmeclianismus identifiziert 
wurden (8, 9), ist gegenwartig nicht bekannt, welches Enzym (welche Enzyme) in die Prozes 
sierung bzw. Verarbeitung von MUC1 involviert sind und an welchen Stellen innerhalb der 
Repeat-Domane sie tatsachlich das Protein spalten. Es steht zu erwarten, daB mehrere Spalt- 
5 stellen existieren, und nur Subfraktionen der erzeugten Peptidfragmente sollten die Anforde- 
rungen zur Bindung an MHC-Klasse-II-Molekule erfullen. Es konnte somit ein wertvoller 
Ansatz zur Entwicklung neuer Anti-Krebsvakzinen darin liegen, neue immunogene MUC1- 
Fragmente zu identifizieren, die zur Bindung an MHC-Klasse-H-Molekule in der Lage sind. 

10 Es ist deswegen eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue immunogeneMUCl- 
Peptidfragmente bereitzustellen, die bei Menschen zur Immunisierung verwendet werden 
■^j^^kdnnen. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung eines 
15 immunogenen MUCl-Peptids bereitzustellen, das eine Erhaltung des urspriinglich enthalte- 
nen Glykosylierungsmusters wahrend des Produktionsverfahrens ermoglicht. 

Diese Aufgaben werden durch die Gegenstande der unabhangigen Anspriiche geldst. Bevor- 
zugte Ausfuhrungsformen sind in den abhangigen Anspriichen dargelegt. 

20 

Der Erfinder hat tiberraschenderweise herausgefunden, dass Cathepsin-L oder ein eng ver- 
wandtes Enzym ein sehr beschranktes Fragmentierungsmuster wahrend der humanen und 

^^murinen DC-Prozessierung mit mnvzweijbevorzugten Spaltstellen pro MUC1 -Repeat zeigt. 

^^^Die Spaltspezifitat und die spezifische Hemmung der Protease stimmten mit der Annahme 
25 des Erfinders tiberein, dass Cathepsin-L oder ein eng verwandtes Enzym (Cathepsine B oder 
S) in diese hoch spezifische Spaltung involviert waren. 

Der experimentelle Aufbau verwendete Kiigelchen bzw. Perlen, die mit biotinylierten und 
nicht markierten synthetischen Glykopeptiden beschichtet waren, die eine oder mehrere Re- 
30 peat-Einheiten von MUC1 mit einzelnen oder mehrfachen O-gebundenen Kern-Typ (core- 
type) Glykanen umfassen. Exogen verabreichte losliche oder korpuskular gebundene MUC1- 
Peptidfragmente wurden durch humane oder murine dendritische Zellen (DCs) rasch aufge- 
nommen und ein grofier AnteU wurde in den „spaten" endosomalen Kompartimenten wahrend 




vier Stunden prozessiert. Vom MUCl-Repeatpeptid stammende proteolytische Fragmente, 
die identifiziert und sequenziert wurden, zeigen, dass die Glykane wahrend der Antigen- 
Prozessierung nicht entfemt werden, und dass das Vorhandensein der Kohlenhydrate die 
Spaltstellen beeinflusst, was ein unterschiedliches Repertoire an gespaltenen Peptiden zur 
5 Folge hat. 

Uberraschenderweise legen die Proteolyseprodukte eine hochspezifische Prozessierung des 
Repealpeptides mit einer bevorzugten Spaltstelle an der Thr-Ser-Peptidbindung nahe. Wah- 
rend menschliches Cathepsin D nicht dazu in der Lage war, das MUCl-Repeatpeptid in vitro 
10 zu spalten, hatte eine Proteolyse mit menschlichem Cathepsin-L eine spezifische Hydrolyse 
der Thr-Ser-Peptidbindung zur Folge. Weil MUCl-Sequenzen in jeder Repeat-Einheit ein 
VTSA-Motiv enthalten, beginnen die erzeugten Fragmente an ihrem N-Terminus mit der A- 
■j^Bminosauresequenz SAP. Es hat sich weiterhin herausgestellt, dass Cathepsin L das MUCl- 
Repeatpeptid an einer weiteren Stelle spaltet, namlich an His-Gly. Damit entstehen als Inter- 
15 mediarprodukte der Prozessierung GVT20-Fragmente (siehe z.B. SEQ ID NO: 12), die in 
Abhangigkeit von der ortsspezifischen O-Glykosylierung durch einen weiteren proteolyti- 
schen Schnitt in SAP17-Fragmente uberfuhrt werden. 

Informationen tiber die Struktur prozessierter MUCl-Glykopeptide sind fur die Entwicklung 
20 von Tumorvakzinen von auBerster Wichtigkeit Eine intakte O-Glykosylierung auf einem 
prozessierten MUC 1 -Repeatpeptid tragt zu einer groBeren Vielfalt der MHC-Klasse-H- 
restringierten T-Helferzell-Reaktionen bei, wodurch eine allumfassende Antitumorreaktion 
^^^gefordert wird. 

25 ErfmdungsgemaB wird ein MUC 1 -Peptidfragment der Tandem-Repeat-Domane von huma- 
nem MUC1 bereitgestellt, das mit der Aminosauresequenz SAP beginnt und zumindest neun 
Aminosauren aufweist. Die Aminosauresequenz von humanem MUC1 ist bereits bekannt und 
ist beispielsweise in der SWISS PROT-Datenbank zu finden. Das MUCl-Protein enthalt 
wechselnde Anzahlen von Aminosauren, was auf einen Langen-Polymorphismus zuruckzu- 

30 fuhren ist, der sich aus individuell variablen Repeat-Anzahlen ergibt, und es sind im Augen- 
blick zumindest neun Isofonnen bekannt (1/A, 2/B, 3/C, 4/D, 5/SEC, 6/X, 7/Y, 8/Z und 9/S, 
die durch alternatives Spleiflen erzeugt werden). 



In dieser Erfindung werden spezielle MUCl-Fragmente betrachtet, die aus einer syntheti- 
schen oder natiirlichen MUCl-Sequenz stammen, und die enzymatisch am VTSA-Motiv j 
spalten wurden, das in alien MUCl-Sequenzen enthalten ist (oder im Falle von syntheuschen 
Fragmenten chemisch synthetisiert wurde). Die Fragmente der vorliegenden Erfindung kon- 
nen somit durch Spaltung der MUCl-Sequenzen mit Cathepsin-L gewonnen werden. Unge- 
achtet der Start-Aminosaureposition in der Repeat-Sequenz (TAP, AHG, GST) und der Lan- 
ge der Peptide (20mer, 21mer, 25mer, lOQmer) spaltet Cathepsin-L im VTSA-Motiv des Re- 
peat-Peptids spezifisch zwischen Thr-Ser und ergibt dadurch die erfindungsgemafien Peptid- 
fragmente. Es ist ein essentielles Merkmal der vorliegenden Erfindung, dass alle Fragmente 
an ihxem N-Terminus mit der Aminosauresequenz SAP beginnen. 

Wie oben erwahnt, ist das MUCl-Peptidfragment der vorliegenden Erfindung nicht in seiner 
^Lange beschrankt und kann beispielsweise bis zu 100 Aminosauren oder sogar mehr umfas- 
sen. Jedoch werden Aminosauren bevorzugt, bei denen sich das MUCl-Fragment im Bereich 
von 10-25, beispielsweise 20, Aminosauren bewegt. Da Cathepsin-L - wie oben angespro- 
chen - weiterhin zu einer Proteolyse an His-Gly in der Lage ist, werden erfindungsgemaB 
insbesondere Peptidfragmente mit 17 Aminosauren gebildet (d.h., das MUCl-Repeat-Peptid 
wird in einer Repeat-Einheit an 2 Stellen gespalten (namlich Thr-Ser und His-Gly), wodurch 
sich ein Fragment aus 17 Aminosauren ergibt, siehe auch Fig. 5). 

Der Abbau bis auf das Niveau des SAP 17 wird jedoch durch O-Glykosylierung an Thr oder 
Ser innerhalb des VTSA-Motivs inhibiert, so daB entsprechend glykosylierte GVT20- 
Fragmente als Endprodukte entstehen. 

^Gemafl einer weiteren Ausfuhrungsform stellt die vorliegende Erfindung spezielle MUC1- 
Peptidfragmente bereit, die die Aminosauren von SEQ ID NO: 1-4 oder 11 oder Varianten 
hiervon umfassen, wobei die Varianten ein oder mehrere Insertionen, Substitutionen und/oder 
Deletionen im Vergleich zur Sequenz von SEQ ID NO: 1-4 oder 1 1 umfassen, und wobei die 
biologische Aktivitat der Varianten im Wesentlichen der Aktivitat des Peptids gleich ist, das 
die nicht-modifizierte Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 1-4 oder 1 1 umfasst, und vor- 
ausgesetzt, dass die Varianten mit der Aminosauresequenz SAP beginnen und zumindest neun 
Aminosauren umfassen. 



In diesem Kontext stellt die vorliegende Erfindung die nachfolgenden Peptide bereit: 



10 



SAPDTRPAPGSTAPPAHGVT (SEQ ID NO: 1) 
<- 

SAPESRPAPGSTAPAAHGVT (SEQ ID NO: 2) 
< 

SAPESRPAPGSTAPPAHGVT (SEQ ID NO: 3) 
M ~ v 

SAPDTRPAPGSTAPAAHGVT (SEQ ID NO: 4) 
< 

S APD TRPAPGS T APP AH (SEQ ID NO: 11) 
< 

•Der Pfeil weist darauf hin, dass die vorliegende Erfindung auch Varianten der oben erwahn- 
ten Aminosauresequenzen einschlieflt, die urn ein oder mehrere Aminosauren, ausgehend 
15 vom C-Terminus, reduziert sind, unter dem Vorbehalt, dass die Varianten zumindest die neun 
N-terminalen Aminosauren der oben angezeigten Sequenzen umfassen (fett gedruckt). 

Der Begriff "biologische Aktivitat", wie hierin verwendet, betrifft die immunogene Funktion 
der erfindungsgemaBen Aminosauresequenzen. Wie oben erwahnt, wird MUC1 naturlich in 
20 verschiedenen Krebsarten, wie Brustkrebs oder Adenokarzinomen, uberexprimiert und ist 

deswegen ein bedeutendes Target bzw. Ziel fur die Tmmun-basierte anti-Krebstherapie. Somit 
werden die wie hierin vorstehend offenbarten MUCl-Fragmente in einem solchem Umfang 
betrachtet, in dem sie zur Induktion einer Immunreaktion in Saugetieren, vorzugsweise Men- 
schen, in der Lage sind, um einen Angriff des Patienten-eigenen Immunsystems gegen den 
^jeweiligen Krebs zu initiieren/zu fordern. 

Die Aminosauresequenzen der vorliegenden Erfindung umfassen ebenfaUs alle Sequenzen, 
die sich von den hierin offenbarten Sequenzen durch Aminosaureinsertionen, -deletionen und 
-substitutionen unterscheiden. 




30 



Aminosaure- „Substitutionen" sind vorzugsweise das Ergebnis des Ersetzens einer Aminosau- 
re durch eine andere Aminosaure mit ahnlichen strukturellen und/oder chemischen Eigen- 
schaften, das heiBt konservative Ajninosaure-Ersetzungen. Aminosaure-Substitutionen kon- 
nen auf der Grundlage einer Ahnlichkeit in der Polaritat, Ladung, Loslichkeit, Hydrophobic, 



Hydrophilie und/oder der amphipatischen Natur der einbezogenen Reste vorgenommen wer- 
den. Beispielsweise schlieBen unpolare (hydrophobe) Aminosauren Alanin, Leucin, Isoleucin, 
Valin, Prolin, Phenylalanin, Tryptophan und Methionin ein; polare neutrale Aminosauren 
schheBen Glycin, Serin, Threonin, Cystein, Tyrosin, Asparagin und Glutamin ein; positiv 
5 geladene (basische) Aminosauren schlieBen Arginin, Lysin und Histidin ein; und negativ ge- 
ladene (saure) Aminosauren schlieBen Asparaginsaure und Glutaminsaure ein. 

"Insertionen" oder "Deletionen" bewegen sich typischerweise im Bereich von 1-3 Aminosau- 
ren. Die erlaubte Variation kann experimentell bestimmt werden, indem systematisch Inserti- 

10 onen, Deletionen oder Substitutionen von Aminosauren in einem Polypeptidmolekul unter 
Verwendung von DNA-Rekombinationstechniken vorgenommen und die sich ergebenden 

gg^rekombinanten Varianten beziiglich ihrer Aktivitat untersucht werden. Dazu ist fur den 

Fachmann nicht mehr als die Durchfuhrung von Routineexperimenten erforderhch. Im Falle 
der MUCl-Repeats sind drei Positionen bekannt, die einen Sequenzpolymorphismus in der 

15 Population zeigen (Engelmann et al., 2001, J. Biol. Chem. 276: 27764-27769; PCT Patent- 
anmeldung PCT/DEOO/00440, deren Offenbarung durch Bezugnahme in ihrer Gesamtheit in 
diese Anmeldung mit aufgenommen ist). 



Die vorUegende Erfindung betriffi weiterhin eine Nukleinsaure, die eine der oben erwahnten 
20 MUCl-Peptidfragmentekodiert. 

•Der Begriff "Nukleinsauresequenz" betrifft ein Heteropolymer aus Nukleotiden oder die Se- 
quenz dieser Nukleotide. Die Begriffe "Nukleinsaure" und "Polynukleotid" werden hierin 
austauschbar verwendet und beziehen sich auf ein Heteropolymer von Nukleotiden. 

25 

Die Polynukleotide der vorliegenden Erfindung schlieBen ebenfalls ein, sind jedoch nicht 
beschrankt auf, ein Polynukleotid, das an das Komplement der offenbarten Nukleotidsequen- 
zen unter moderat stringenten oder stringenten Bedingungen hybridisiert; ein Polynukleotid, 
das eine Allel-Variante irgendeines oben beschriebenen Polynukleotids ist; ein Polynukleotid, 
30 das ein Spezies-Homolog irgendwelcher der hierin offenbarten Proteine kodiert; oder ein 

Polynukleotid, das ein Polypeptid kodiert, das eine zusatzliche spezifische Domane oder eine 
Trunkierung bzw. Verkiirzung der offenbarten Proteine aufweist. 




Die Stringenz der Hybridisierung, wie hierin verwendet, betrifft Bedingungen, vinter denen 
Polynukleotid-Doppelstrange stabil sind. Wie dem Fachmann bekannt ist, ist die Stabilitat 
eines Doppelstranges eine Funktion der Natriumionenkonzentration und der Temperate (sie- 
he beispielsweise Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2 nd Ed. (Cold 
Spring Harbor Laboratory, (1989)). Die Stringenzniveaus, die zur Hybridisierung verwendet 
werden, konnen vom Fachmann leicht abgewandelt werden. 

Der Begriff schwach stringente Hybridisierung bezeichnet Bedingungen, die einer Hybridisie- 
rung in 10% Formamid, 5 x Denharts Losung, 6 x SSPE, 0,2% SDS bei 42°C, gefolgt von 
Waschen in 1 x SSPE, 0,2% SDS bei 50°C aquivalent sind. Denhart's Losung und SSPE sind 
dem Fachmann genauso wie andere geeignete Hybridisierungspuffer wohl bekannt. 

^Eine moderat stringente Hybridisierung bedeutet Bedingungen, die es der DNA erlauben, an 
eine komplementare Nukleinsaure zu binden, die ungefahr 60% Identitat, vorzugsweise unge- 
fahr 75% Identitat, besonders bevorzugt ungefahr 85% Identitat zu dieser DNA aufweist; 
wobei eine Identitat von mehr als ungefahr 90% zu dieser DNA besonders bevorzugt wird. 
Moderat stringente Bedingungen sind vorzugsweise Bedingungen, die eine Hybridisierung in 
50% Formamid, 5 x Denharts Losung, 5 x SSPE, 0,2% SDS bei 42°C gefolgt von Waschen 
in 0,2 x SSPE, 0,2% SDS bei 65°C aquivalent sind. 

Hochstringente Hybridisierung bedeutet Bedingungen, die die Hybridisierung nur von sol- 
chenNukleinsauresequenzen ermdglichen, die in 0,018 MNaCl bei 65°C stabile Doppel- 
^trange bilden (d.h., wenn ein Doppelstrang in 0,018 M NaCl bei 65°C nicht stabil ist, ist er 
unter den hierin betrachteten hochstringenten Bedingungen nicht stabil). 

Weiterhin k6nnen Nukleinsaure-Hybridisierungstechniken verwendet werden; urn eine Nuk- 
leinsaure zu identifizieren und zu gewinnen, die im Umfang der vorhegenden Erfindung Uegt. 
Kurz gesagt kann jede Nukleinsaure mit einer gewissen Homologie zu einer in dieser Erfin- 
dung dargelegten Sequenz oder einem Fragment hiervon, als Sonde zur Identifizierung einer 
ahnlichen Nukleinsaure durch Hybridisierung unter moderat stringenten bis hochstringenten 
Bedingungen verwendet werden. Solche ahnlichen Nukleinsauren konnen dann isoliert, se- 
quenziert und analysiert werden, um zu bestimmen, ob sie im Umfang der wie hierin be- 
schriebenen Erfindung liegen. 



Gemafl einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die MUCl-Peptidfragmente der vorliegen- 
den Erfindung an einem oder mehreren der Threonine oder Serine, die in der Sequenz ent- 
halten sind, O-glykosyliert. Vorzugsweise sind die MUCl-Peptidfragmente einer der SEQ ID 
5 NO: 1-4 oder 1 1 an Thr 5 und/oder l ?. oivkosyliert. Jedoch konnen auch alle anderen Serine 
oder Threoni s •:•„-;.- •. ' J** gtykosyliert sein. Ein bevorzugtes Glykan, das 

hienn verwei . eitere komplexe Glykane, die davon abgeleitet sind. 

GemaB eines weiteren Aspektes stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstel- 
10 lung der erfindungsgemaBen MUCl-Peptidfragmente bereit, wobei das Verfahren die folgen- 
den Schritte umfasst: 



a) Bereitstellen eines Peptids, das die Tandem-Repeat-Domane von MUC1 oder einen 
Teil hiervon umfasst, wobei der Teil zumindest eine Repeating-Unit bzw. Wiederho- 

15 lungseinheit der Tandem-Repeat-Domane von MUC1 enthalt, 

b) In-Beriihrung-Bringen des Peptids aus a) mit einer wirksamen Menge Cathepsin-L, 
wodurch das Peptid gespalten wird, und 

. 20 c) Isolieren der in b) erzeugten Fragmente. 



•Das in a) bereitgestellte Peptid ist vorzugsweise ein MUCl-Protein, das ein naturliches Gly- 
icosylierungsmuster aufweist. Wie oben erwahnt, wurde durch den Erfinder uberraschender- 
weise herausgefunden, dass eine wie in Schritt b) durchgefuhrte Cathepsin-L-Spaltung das 
25 Glykosylierungsmuster des in a) bereitgestellten MUCl-Proteins unversehrt bzw. intakt lasst. 
Eine intakte O-Glykosyherung auf prozessierten MUCl-Repeat-Peptiden wiederum tragt zu 
einer grofieren Vielzahl der MHC-Klasse-H-restringierten T-Helferzell-Reaktionen bei, wo- 
durch die Gesamt-Antitumorreaktionen der Patienten erheht wird. Somit fuhrt das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren zu einem MUCl-Peptidfragment, das leicht durch die APCs des Pa- 
30 tienten, beispielsweise durch dendritische Zellen, auf dem MHC-Klasse-H-Weg prozessiert 
werden kann und mit einem intakten GlykosyUerungsmuster prasentiert wird, was zu einer 
erhohten Immunreaktion von T-Helferzellen fuhrt. Es sollte in diesem Kontext erwahnt wer- 
den, dass bezuglich des Glykosylierungsmusters keine Einschrankung besteht, jedoch fuhrt 



ein Threonin, das an der Spaltstelle glykosyliert ist, zu einer Thr-Ser-Bindung, die gegeniiber 
einer Cathepsin-L-Proteolyse stabil ist. Glykosylierungen an anderen Stellen storen die erfin- 
dungsgernaBe Spaltung durch Cathepsin-L nicht, jedoch kann eine vielfache Gal-GalNAc- 
Substitution sowie eine Substitution mit komplexen Glykanen eine Fragmentierung an His- 
5 Gly erschweren oder sogar verhindern. 



Selbstverstandlich ist das oben erwahnte-Verfahren nicht das einzige Verfahren, das zu den 
erfindungsgemaBen Peptidfragmenten fuhrt, gleichgultig, ob sie glykosyliert sind oder nicht. 
Es ist ebenfalls moglich, diese Fragmente chemisch zu synthetisieren, indem beispielsweise 

10 ein erwiinschtes Glykosylierungsmuster bereitgestellt wird. Zur Synthese von Glykopeptiden 
sind Glykosylaminosaure-Bausteine erforderiich, die bereits die Oligosaccharid-Kette und 
Threonin oder Serin enthalten. Die Synthese dieser Bausteine wurde bereits beschrieben 
fc«CMathieux, N., Paulsen, H., Meldal, M., Bock, K., J. Chem. Soc, Perkin Trans. 1: 2359- 
^^^2368, 1997). Die Mehrfachsaulen-Festphasensynthese kann in einem halbmanuellen 20- 

15 Saulen-Mehrfachsynthesegerat durchgefiihrt werden und ein Wang-Harz kann als Tragerma- 
terial ausgewahlt werden. Das Wang-Harz (2,5 g) kann beispielsweise in einem Glasreaktor 
angeordnet, in Dichlormethan (15 cm 3 , 10 Min.) gequollen und gewaschen werden. Ein Ge- 
misch von Fmoc-Ala-OH (3,40 mmol), l-(Mesitylensulfonyl)-3-nitro-l,2,4-triazol (3,40 
mmol) und Methylimidazol (3,40 mmol) in Dichlormethan (15 cm 3 ) wurde zugesetzt. Nach 2 

20 Stunden wurde das Harz gewaschen und die unveranderten Aminogruppen konnen mi t 

AC2O/DMF (1:1; 15 cm 3 ) acetyliert werden. Das derivatisierte Harz wird dann fur die Glyko- 
peptidsynthese in die 20 Saulen des Synthesegerates gepackt. Das Reaktions- und Waschlo- 

•ungsmittel kann DMF sein und die Beseitigung des Fmoc-Schutzes wurde durch Behandlung 
|it Piperidin (20 %) in DMF (20 Min.) durchgefiihrt. Die Aminosauren werden als Fmoc- 
25 Aminosaure-Pfp-Ester mit Dhbt-OH (3 Molaquiv.) gebunden. Die Gal (l-»3) GalNAc- 

enthaltenden Bausteine werden mit TBTU und N-Ethyldiisopropylamin (1,5 Molaquiv.) ge- 
bunden. Nach 20 Stunden Umsetzungszeit wird der Synthesezyklus wiederholt, um den Auf- 
bau jedes Glykopeptids abzuschlieBen. Nach Entfemung der letzten Fmoc-Gruppen werden 
die Harze gewaschen, getrocknet, mit 95 % wassrigem TFA (2 cm 3 , 2 Stunden) behandelt 
30 und abfiltriert. Darauf werden die Verbindungen mit katalytischen Mengen 1 % CH 3 ONa in 
Methanol bei pH 8,5 behandelt, um die Acetylgruppen des Saccharid-Anteils zu entfernen 
und werden durch eine praparative RP-HPLC gereinigt. Die reinen O-Glykopeptide werden 
nach Lyophilisation in Ausbeuten von 16-57 % gewonnen. 




Es werden vorzugsweise Glykopeptide gebildet, die an einem oder mehreren der Threonin- 
oder Serinreste O-gebundenes GalNAc oder langere komplexe Glykane enthalten. 

5 Das in Schritt a) bereitgestellte Peptid wird vorzugsweise durch naturliches MUC1 reprasen- 
tiert, das aus humanen Milchfettmembranen (s. Miiller et al., 1997, J. BioL, Chem. 272: 
24780-24793), aus Tumor-Aszites (Beatty,,et al., 2001, Clin. Cancer Res. 7, 781-787) oder 
aus humanen Brustkarzinom-Zelllinien (Miiller et al., 2002 J. Biol. Chem. 277: 26103-261 12) 
gewonnen wird oder wird durch SEQ ID NO: 5, 6, 9 oder 10 oder 12 dargestellt 

10 

Daruber hinaus sind die erfindungsgemaBen Aminosauren des in Schritt a) bereitgestellten 
' ^gfe. Peptids des oben erwahnten Verfahrens zur Herstellung der erfindungsgemaBen MUC1- 
■ffMPeptidfragmente O-glykosyliert, jedoch vorausgesetzt, dass das Peptid nicht an der Spaltstelle 

von Cathepsin-L glykosyliert ist. Vorzugsweise sind ein oder mehrere Threonine oder Serine 
15 des erfindungsgemaBen Peptidfragmentes, das in c) isoliert wird, O-glykosyliert. 

GemaB eines weiteren Aspektes wird ein MUCl-Peptidfragment bereitgestellt, das durch die 
oben erwahnten Verfahren gewinnbar ist. 

20 Die Erfindung ist weiterhin auf ein ex v/vo-Verfahren zur Herstellung einer Population auto- 
loger Antigen prasentierender Zellen (APCs) gerichtet, die zur Induktion einer wirksamen 
j Tmm unr eaktion gegen MUC1 in der Lage ist, wobei das Verfahren die folgenden Schritte 
^^^^amfasst: 

25 a) In-Beriihrung-Bringen der autologen APCs von Tumorpatienten mit einer wirksamen 
Menge eines erfindungsgemaBen MUC1 -Peptidfragmentes unter Bedingungen, die ei- 
ne Endozytose, Prozessierung und MHC-Klasse-H-Prasentation der Peptidfragmente 
durch die APCs ennoglichen, und 

30 b) Isolieren der MUC1 -Peptid-prasentierenden APCs zum Zweck einer immuntherapeu- 
tischen Anwendung in Patienten. 




Vorzugsweise werden die MUCl-Peptidfragmente in a) an beschichtete Eisenoxid-Kugelchen 
gebunden. Es sei jedoch erwabnt, dass alle anderen bekannten Kugelchen bzw. Beads im o- 
ben erwahnten Verfahren zu diesem Zweck verwendet werden konnen. Im Allgemeinen kon- 
nen alle Kugelchen verwendet werden, die nicht grbBer als ungefahr 1-2 urn sind und eine 
5 kovalente Bindung von Antikorpern und Lektinen erlauben. 
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Dariiber hinaus wird ein ex vzvo-Verfahren zur HersteUung gentechnisch erzeugter APCs be- 
reitgestellt, die zum Induzieren einer wirksamen Immunreaktion gegen MUC1 in der Lage 
sind, und das die nachfolgenden Schritte umfasst: 

a) Bereitstellen einer Nukleinsaure, die fur eines der erfindungsgemaBen MUCl- 
Peptidfragmente kodiert; 



b) Transfizieren der APCs mit dieser Nukleinsaure, und 
15 

c) Auswahlen von APCs, die die MUC 1 -Peptidfragmente in einer MHC-H-restringierten 
Weise prasentieren. 



GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Nukleinsaure in Schritt a) in einem Ex- 
20 pressionsvektor bereitgestellt. Dieser Expressionsvektor umfasst vorzugsweise ein oder meh- 
rere Regulationssequenzen. Der Begriff "Expressionsvektor" betrifft im Allgemeinen ein 
Plasmid oder einen Phagen oder ein Virus oder einen Vektor zum Exprimieren eines Poly- 

• peptids aus einer DNA (RNA) Sequenz. Ein Expressionsvektor kann eine Transkriptionsein- 
heit umfassen, die eine Anordnung des Folgenden aufweist: (1) ein genetisches Element oder 
25 Elemente mit einer regulatorischen Rolle in der Genexpression, beispielsweise Promotoren 
oder Enhancer, (2) eine Struktursequenz oder kodierende Sequenz, die in mRNA transkribiert 
und in ein Protein translatiert wird und (3) geeignete Transkriptionsstart- und - 
terminationssequenzen. Struktureinheiten, die zur Verwendung in Hefen oder eukaryonti- 
schen Expressionssystemen vorgesehen sind, schliefien vorzugsweise eine Leadersequenz ein, 
30 die die extrazellulare Sekretion eines translatierten Proteins durch einen Wirt ermoglicht. Es 
kann alternativ, wenn ein rekombinantes Protein ohne eine Leader- oder Transportsequenz 
exprimiert wird, einen N-terminalen Methionin-Rest einschlieBen. Dieser Rest kann oder 
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kann nicht anschlieBend von dem exprimierten rekombinanten Protein abgespalten werden, 
urn das Endprodukt bereitzustellen. 



ernes 



GemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird eine APC bereitgestellt, die durch i 
5 der vorher erwahnten Verfahren gewinnbar ist Vorzugsweise ist diese APC eine dendritische 
Zelle oder eine B-Zelle. 

Die vorliegende Erfindung stellt weiterhin eine therapeutische Zusammensetzung bereit, die 
das erfindungsgemaBe MUCl-Peptidfragment oder die erfindungsgemaBen APCs und einen 
10 pharmazeutisch vertraglichen Trager umfasst. Eine solche Zusammensetzung kann weiterhin 
(zusatzlich zum InhaltsstofF und dem Trager) Verdunnungsmittel, Fullmittel, Salze, Puffer, 
] ^ ^ Stabilisatoren, Losungsvermitder und andere Materialien enthalten, die in der Technik wohl 
^Mbekannt sind. Der Begriff "pharmazeutisch vertraglich" bedeutet ein untoxisches Material, das 
die Wirksamkeit der biologischen Aktivitat des aktiven InhaltsstofF (der aktiven Inhaltsstoffe) 
15 nicht st6rt. Die Eigenschaften des Tragers hangen vom Verabreichungsweg ab. Die therapeu- 
tische Zusammensetzung kann weiterhin weitere Mttel bzw. Wirkstoffe enthalten, die die 
Aktivitat bzw. Wirksamkeit oder Anwendung bei Behandlung verbessern bzw. erleichtern. 
Solche zusatzlichen Faktoren und/oder Mittel k6nnen in der therapeutischen Zusammenset- 
zung enthalten sein, urn eine synergistische Wirkung zu erzeugen oder urn Nebenwirkungen 
20 zu minimieren. 

,j Techniken zur FormuUerung bzw. Zubereitung und Verabreichung der Verbindungen der 

•vorliegenden Erfindung sind in "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing 
Co., Easton, PA, neueste Ausgabe, zu ftnden. 

25 

Die Zusammensetzungen enthalten eine therapeutisch wirksame Dosis des jeweiligen Inhalts- 
stoffes. Eine therapeutisch wirksame Dosis betri£ft diejenige Menge der Verbindung, die aus- 
reicht, um eine Linderung der Symptome, beispielsweise eine Behandlung, Heilung, Praven- 
tion oder Linderung derartiger Zustande, insbesondere die Induktion einer Immunreaktion in 
30 einem Patienten zu ergeben. Geeignete Verabreichungswege schlieBen beispielsweise eine 

parenteral Verabreichung, einschfieBlich intramuskularer und subkutaner Injektionen, ebenso 
wie intrathekaler, direkt intraventrikularer, intravenoser, intraperitonealer Injektionen ein. Die 
intravenose Verabreichung an den Patienten wird bevorzugt. 




Eine typische Zusammensetzung fur eine intravenose Infusion kann so hergestellt werden, 
dass sie bis zu 250 ml sterile Ringer'sche Losung und 10 mg Inhaltsstoff enthalt. Siehe 
Remington's Pharmaceutical Science (15. Ausgabe, Mack Publishing Company, Easton, Ps., 
5 1 980). Die therapeutische Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung ist vorzugsweise 
eine Vakzine. 

~v 

Wie oben erwahnt, findet diese Vakzine Anwendung zur Verwendung in der Behandlung von 
Brustkrebs und anderen MUCl-positiven Kanrinomen, einschlieBlich kolorektalen Karzino- 
10 men, Pankreas- und Magenkarzinomen. 

* Soweit keine anderen Definitionen angegeben sind, weisen alle technischen und wissen- 

■J^y chaftiichen Begriffe, die hierin verwendet werden, dieselbe Bedeutung auf, wie sie tibli- 
cherweise vom Fachmann auf dem Gebiet, an den sich diese Erfindung wendet, verstanden 
15 werden. Alle Veroffentlichungen, Patentanmeldungen, Patente und anderen hierin erwahnten 
Referenzen sind durch Bezugnahme in ihrer Gesamtheit mit aufgenommen. Im Falle eines 
Konfliktes wird jedoch die vorliegende Beschreibung einschlieBlich der Definitionen ent- 
scheiden. Zusatzlich sind die Materialien, Methoden und Beispiele lediglich veranschauli- 
chend und soil en nicht als einschrankend aufgefasst werden. 

20 

Die Erfindung wird nunmehr durch die begleitenden Zeichnungen veranschaulicht, die das 
. Folgende darstellen: 

^^ig. 1 

25 MUCl-Glykopeptid-Prozessierung durch murine dendritische ZeUen 



Ein Gemisch aus biotinylierten Glykopeptiden HI bis H3 (AHGVTS APDTRPAPGST APPA; 
SEQ ID NO: 5) und H4 bis H6 (AHGVTSAPESRPAPGSTAPAA; SEQ ID NO: 6), die einer 
Teilsequenz von MUC1 -Tandem-Repeats entsprachen und die an Thr5 (HI, H4), 
30 ThrlO/SerlO (H2, H5) oder Thrl7 (H3, H6) mit GalNAc glykosyliert waren, wurden zum 
Pulsen von murinen dendritischen ZeUen D2.4 verwendet. Die Prozessierungsprodukte wur- 
den aus Zellfraktionen AfFinitats-isoliert oder aus Kulturiiberstanden isoliert, mit Dithiotreitol 
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reduziert, so dass die Markierung abgespalten wurde und wurde durch Reflectron-MALDI- 
Massen-Spektrometrie im positiven Ionen-Modus (positive ion mode) analysiert. 

A, zentrifugierte Zellfraktion; 
5 B, magnetisch getrennte Zellfraktion; 
C, Kulturiiberstand 

Die Hauptsignale bei m/z 2249,0 (HI bis H3) und 2223,0 (H4 bis H6) entsprechen den Vor- 
laufer-Glykopeptiden, die Signale bei m/z 1695,7 (PI) und 1669,7 (P2) entsprechen den 
1 0 SAP 1 6-Fragmenten (P 1 abgeleitet von H 1 bis H3 ; P2 von H4 bis H6). 



m 



Fig. 2 

iPeptid-Sequenzierung der Prozessierungsprodukte PI und P2 durch LC-MS/MS- 
Analyse auf einem QtoG-Elektrospray-Massenspektrometer 
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(Glyko)peptide wurden durch eine Nanofiow-Flussigchromatographie auf einer Umkehrpha- 
sen-Mikrokapillarsaule aufgetrennt und online durch Elektrospray-Massen-Spektrometrie im 
positiven Ionen-Modus untersucht. B-Ion- und Y-Ion-Fragmentreihen aus den N-terminalen 
und C-terminalen Sequenzen der Hauptpeptidprodukte (A, PI bei m/z 1695; B, P2 bei m/z 
20 1669) wurden dazu verwendet, die Sequenz der SAP16-Peptide zu bestatigen (Bezugnahme 
aufC). 



Fig. 3 

'In vitro-Vroteolyse von MUCl-Glykopeptiden durch humanes Cathepsin-L 

MUCl-Glykopeptide (10 pg) wurden 3 Stunden mit 2-5 munits Cathepsin-L in 0,1 M Natri- 
umacetat, pH 5,5 behandelt, das 1 mM EDTA und 1 mM DTT enthielt. Reflectron-MALDI- 
Massenspektren wurden im positiven Ionen-Modus unter Verwendung von a-Cyano-4- 
hydroxy-cinnamonsaure als Matrix aufgezeichnet. 

A Biotinyliertes A3-Glykopeptid (m/z 2784,7), A3-Glykopeptid nach reduktiver Spaltung 
der Markierung (m/z 2412,6), SAP16-Fragment (m/z 1858, 3). 




25 



30 




B, Produkte des nicht-markierteii A3-Giykopeptids: SAP16-Fragment (m/z 1858,0), APD15 
(m/z 1771,0), TSA17 (m/z 1959,0). 

Fig. 4 

Cathepsin-L-artige Aktivitat in Endosoraen niederer Dichte aus murinen dendritischen 
Zellen spaltet MUC1 -Rep eats bei Thr-Ser 

Endosomen mit niederer Dichte (low-density endosomes) in murinen dendritischen Zellen 
wurden aus Lysosomen und Plasmamembranen durch Dichte-Gradienten-Zentrifugation in 
Percoll/Saccharose (30 ml) aufgetrennt. Fraktionen (1 ml) wurden auf das Vorhandensein von 
MarkerproteinenAenzymen (^-Hexosaminidase, H2-Antigen) und bezuglich ihrer proteolyti- 
schen Aktivitat getestet. Das TAP25-Peptid wurde als Substrat verwendet (20 Stunden, 37 
°C, pH 5,5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT). 

15 Fig. 5 

Cathepsin L-vermittelte Proteolyse von MUCl-Repeatpeptiden 

In der Figur bezeichnet J, eine Spaltstelle von Cathepsin-L. 0 bedeutet eine Glykosylie- 
rungsstelle. 

20 

Materialien und Methoden 

J) 

Isolierung und Kultivierung dendritischer Zellen 

25 Immortalisierte dendritische Zellen (Klon D2.4) von C57BL/6-Mausen wurden bei 37 °C und 
5 % C0 2 m DMEM gezuchtet, erganzt mit 10 % FCS, L-Glutamin, 0,1 % 2-Mercaptoethanol 
und Antibiotika (9). 

Erzeugung svnthetischer (biotinyliertert MUCl-Glykopeptide und deren Bindung an magne- 
30 tische Eisenoxidkugelchen 




Die Glykopeptide HI bis H6, die den MUCl-Tandem-Repeat-Peptiden auf Grundlage der 
AHG21-Sequenzen AHGVTSAPDTRPAPGSTAPPA (HI bis H3) und AHGVTS APESR- 
PAPGSTAPAA (H4 bis H6) entsprachen und die GalNAc an Thr5, ThrlO oder Thrl7 trugen, 
wurden gemafl friiher veroffentlichter Vorschriften (10) chemisch synthetisiert und schritt- 
5 weise auf praparativen und analytischen Umkehrphasensaulen an einem HPLC-Arbeitsplatz 
(System Gold, Beckman, Miinchen, Deutschland) isoliert. Dasselbe betrifft die Glykopeptid- 
Reihen HI 1 bis H13 (GalNAc-substituieit) und A3 (substituiert mit GalJ31-3GalNAc an 
Thrl7), die auf derselben Peptidsequenz wie HI bis H3 basieren. Das lOOmer-Peptid, das 
fiinf Repeats der MUCl-Domane entspricht und das mit dem HGV-Motiv beginnt, wurde 
10 durch eine lokale Einrichtung (University of Pittsburgh) synthetisiert und in vitro mit GalNAc 
unter Verwendung von gereinigtem Polypeptid-GalNAc-Transferasen-Tl und -T2 (freundli- 

•cherweise von Herrn Dr. Hendrik Clausen, School of Dentistry, University of Copenhagen, 
Danemark, zur Verftigung gestellt) unter den friiher beschriebenen Bedingungen (1 1, 12) 
glykosyliert. 

15 

Die Glykopeptide HI bis H6 (jeweils 100 |ig) wurden mit [2-(Biotinamido)ethylamido]-3,3 , - 
ditMopropionsaure-N-hydroxysucciiiimidester (100 mM in DMSO, 100 (il) bei 50 °C tiber 
eine Zeitspanne von 48 Stunden biotinyliert. Nach Abdampfen des Losungsmittels durch Va- 
kuumzentrifugation wurden die biotinylierten Produkte von nicht markierten Glykopeptiden 
20 und von iiberschussigem Reagenz durch Umkehrphasen-Chromatographie auf einer PLRP-S- 
Saule abgetrennt 



•Anti-MUCl-Dynabeads wurden durch kovalente Bindung von 50 jag monoklonalem B27.29- 
Antikorper an tosylierte M-280-Kugelchen (Dynal, Hamburg, Deutschland) in 0,1 M Borat- 
25 puffer, pH 9,5 (200 48 Stunden lang bei Umgebungstemperatur hergestellt. Lektin- 

beschichtete Dynabeads wurden in ahnlicher Weise durch Bindung von 50 ^ig Helix pomatia 
Agglutinin an M-280-Kugelchen hergestellt. Antikorper- und Lektin-beschichtete Kxigelchen 
(10 8 ) wurden mit (biotinylierten) Glykopeptiden (50 ng) durch Inkubation in 250 (il AMV- 
Medium unter Rollen fur 2 Stunden bei Umgebungstemperatur komplexiert. 

30 

Antigen-Puls dendritischer Zellen und Isolierung von Peptidfragmenten 



18- 



Murine dendritische D2.4 Zellen (10 7 Zellen/ml) wurden in ein 15 ml Falcon-Rdhrchen iiber- 
tragen, in AIMV-Medium suspendiert und 1 Stunde bei 37 °C (5 % C0 2 ) vorinkubiert. Anti- 
gene wurden als Gemisch biotinylierter Glykopeptide HI bis H6 (50 ug) nach Bindung bzw. 
Konjugation an anti-MUCl-Antikorper- und Lektm-(HPA-)beschichtete Dynabeads (jeweils 
5 zu 5 x 10 7 Kugelchen/ml Endkonzentration) zugesetzt. Die 1 mi-Suspension wurde unter ge- 
legentlichem Schiitteln bei 37 °C (5 % C0 2 ) fur eine Gesamtzeitspanne von 4 Stunden inku- 
biert. Nach Pulsen wurden die ZeUen aus-dem Medium auf zwei Wegen abgetrennt: eine or- 
thogonale magnetische Trennung von Kugelchen-beladenen Zellen und freien Dynabeads und 
eine Zentrifugation der verbleibenden Zellen (180 g, 5 Min.), die im ersten Schritt aufgrund 
10 einer geringeren Antigen/Kiigelchen-Beladung nicht entfernt wurden. Beide Zellfraktionen 
wurden mehrmals in Phospbat (4 mM), NaCl (153 mM), pH 7,2 gewaschen, wahrend der 
zellfreie Ukerstand bei 3000 g (5 Min., 4 °C) zentrifugiert wurde. Die Zellfraktionen wurden 
EP auf Eis 15 Minuten lang mit 100 ul 1 % NP40, 10 mM Tris-HCl, 150 mMNaCl, pH 8,0, ent- 
haltend ein Gemiscb von Protease-Inbibitoren (Sigma P8340, Miinchen, DeutscMand), ge- 
15 folgt von Ultrabeschallung fur 2 Minuten behandelt 




In Experimented in denen biotinyUerte Antigene verwendet wurden, wurden die Zellextrakte 
zweifach mit PBS verdunnt und mit 2 x 10 8 Streptavidin-beschichteten Dynabeads M-270 fur 
30 Minuten bei 37 °C und fur eine weitere 30-minutige Zeitspanne unter RoUen bei Umge- 
20 bungstemperatur inkubiert. Nach magnetischer Trennung und dreimaligem Waschen der Kii- 
gelchen wurden die biotinyUerten Glykopeptide durch Reduktion mit 10 mM Dithiotreitol bei 
56 °C (30 Minuten) abgespalten, durch Vakuumzentrifugation getrocknet und in 0,1 % wass- 
rige Trifluoressigsaure aufgenommen. Weil beide Zellfraktionen betrachtliche Anteile Anti- 
korper- und Lektin-beschichteter Perlen enthielten, wurden auch nicht markierte Peptid- und 
Glykopeptid-Fragmente wahrend dieses Trennschrittes isoliert. Es zeigte sich, dass betrachtli- 
che Mengen des nicht markierten MUCl-Glykopeptids an Streptavidin-beschichtete Dyna- 
beads uber undefinierte Mechanismen banden, und dass sie wahrend Erhitzen bzw. Erwarmen 
unter reduzierenden Bedingungen eluieren. Peptide und Glykopeptide, die im zellfreien Uber- 
stand enthalten waren, wurden durch Verwendung von Gemischen von Streptavidin-, anti- 
MUCl-Antikorper- und Lektin-beschichteten Ktigelchen oder durch Anwendung einer Um- 
kehrphasen-Chromatographie auf 50-ul-Saulen Poros C18 isoliert. Nach Zufuhrung von 500 
Hi Uberstand an die Umkehrphasensaule wurde die Probe entsalzt, indem sie mit 0,1 % wSss- 
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nger Trifluoressigsaure gewaschen und mit 80 % Acetonitril in 0, 1 % wassnger Trifluores- 
sigsaure eluiert wurde. 

Massenspektrometrische Analysen 

MALDI-Massenspektrornetrie- Die Peptid- und Glykopeptid-Proben (20 ul), die in 0, 1 % 
wassnger Trifluoressigsaure oder in Gemischen mit Acetonitril enthalten waren, wurden auf 
einen Prdbenteller aus rostfreiem Stahl durch Mschen einer 1 ul-Teilmenge mit demselben 
Volumen an Matrix (gesattigte Losung von a-Cyano-4-hyoVoxy-cinnamonsaure in Aceto- 
nitril/0,1 % TFA, 2:1) aufgebracht. Eine massenspektrometrische Untersuchung wurde auf 
einem Bruker-Reflex IV Gerat (Bruker-Daltonic, Bremen, Deutechland) durch positiven Io- 
nen-Nachweis im Reflectron-Modus durchgefuhrt. Eine Ionisierung der kokristallisierten A- 
nalyten wurde mit einem gepulsten Stickstoff-Laserstrahl (337 nm) induziert und die Ionen 
wurden in einem Feld von 20 kV beschleunigt und reflektierten bei 23 kV (12, 13). 




Nanoflow-Flussiskeitschromatograp bie mit online EST-M asS ensp ektrnm ft tri f v LC/MS-Daten 
wurden auf einem Q-Tof H Quadrupole-Time of Flight-Massenspektrometer (Micro-mass, 
Manchester, UK) gewonnen, das mit einer Z-Spray-QueUe ausgestattet war. Die Proben wur- 
den unter Verwendung des Ultimate-nano-LC-Systems (LC Packings, Amsterdam, Nieder- 
20 lande) eingebracht, das mit dem Famos-Autosampler und dem Switchos- 

Saulenumschaltmodul (column switching module) ausgeriistet war. Der Saulenaufbau um- 
fasste eine 0,3 mm x 1 mm Trap-Saule und eine 0,075 x 150 mm Analysesaule, beide mit 3 
urn PepMap CI 8 (LC Packings, Amsterdam, Niederlande) bepackt. Die Proben wurden 1:10 
in 0,1 % TFA verdunnt. 10 ul wurden auf die Trap-Saule injiziertund 3 Minuten unter Ver- 
wendung von 0,1 % TFA und einer Durchflussgeschwindigkeit von 30 ul/Min. entsalzt. Das 
Eingangsventil 10 schaltete die Trap-Saule zum analytischen Durchflussweg urn und die 
Peptide wurden auf der Analysesaule unter Verwendung eines Gradienten aus 5 % ACN in 
0,1 % Ameisensaure zu 40 % ACN in Ameisensaure uber 20 Minuten und einer Saulendurch- 
flussgeschwindigkeit von ungefahr 200 nl/min. eluiert, was eine l:1000-Aufteilung des 200 
Ml/min.-Durchflusses ergab, der durch die Pumpe erbracht wurde. Das ESI-Interface umfasste 
einen Metall-beschichteten PicoTip-Sprayemitter (New Objective, MA), befestigt an der Pi- 
coTip-Halteranordnung (New Objective). Stabiles Nanospray wurde durch Aufbringung von 
2,5-3,0 kV auf das distale Ende des PicoTips und durch eine Stickstoff- 




Gegenstromgeschwindigkeit von ungefahr 40 1/min. aufgebaut. Die Daten-abhangige Erfas- 
sung der MS- und MS/MS-Spektren wurde durch die Masslynx-Software kontrolliert. Uber- 
wachungs-Scans von einer Sekunde deckten den Bereich von m/z 400 bis m/z 1200 ab. Dop- 
pelt und dreifach geladene Ionen, die eine vorgegebene Schwelle uberschritten, wurden fur 
5 MS/MS-Experimente ausgewahlt. Im MS/MS-Modus wurde der Massenbereich von m/z 40 
bis m/z 1400 in einer Sekunde gescannt und 10 Scans ergaben sich fur jedes Experiment 
Micromassen-formatierte Peak-Listen wurden aus den Rohdaten unter Verwendung des Pro- 
teinly nx- S oftwar emodul s erzeugt. 

10 Konfokale Lasermikroskopie und Fluoreszenz-aktiviertes Zellsortieren 

• Die Antigen-Aufnahme wurde durch durchflusszytometrische Analysen unter Verwendung 
eines Becton Dickinson FACScalibur gemaB einer kiirzlich veroffentlichten Vorschrift (14) 
mengenmaBig erfasst. Vor der mikroskopischen Inspektion wurden die DCs mit 2 % Fonnal- 
15 dehyd fixiert und mit 0, 1 % Saponin permeabilisiert Im Anschluss an eine Farbung mit anti- 
MUC 1 -Antikorpern (B27.29, Biomira, Edmonton, Kanada), biotinyliertem sekundarem anti- 
Maus-Ig (Dako, Hamburg, Deutschland) und FITC-markiertem Streptavidin (Sigma), wurden 
die Zellen ein zweites Mai mit 1 % Paraformaldehyd fixiert, die Kammern der Objekttrager 
entfernt und die Objekttrager zur Untersuchung durch konfokale Lasermikroskopie auf einer 
20 Leica DM IRE2 (14) befestigt. 

. In vitro-Proteolyse von MUC1 (Glyko)peptiden mit menschlichen Cathepsinen und endoso- 

^^^malen Fraktionen mit niederer Dichte aus murinen dendritischen Zellen 

25 Humanes Cathepsin-L und -D wurden von Sigma (Munchen, Deutschland) bezogen und in 
0,1 MNatriumacetatpuffer, pH 5,5 solubilisiert, der 1 mMEDTA (Cathepsin-D) und 1 mM 
Dithiothritol (Cathepsin-L) enthielt. 2-5 munits (mUnits) Enzym wurden zu 10 |ng (Gly- 
ko)peptidsubstraten (entsprechend ungefahr 5 nmol Repeat-Einheiten) in einem Gesamtvolu- 
men von 20 |il Digestionspuffer (s. o.) zugesetzt. Die Reaktionsgemische wurden bei 37 °C 

30 inkubiert und 2 jlxI wurden nach 3 oder 24 Stunden abgezogen und 10 bis 20-fach in 0, 1 %iger 
wassriger TFA vor der MALDI-Massenspektrometrie verdiinnt. 




Murine dendritische ZeUen (10 8 ) wurden durch Feinnadelaspiration auf Eis unter Verwen- 
dung von 1 ml von 0,3 M Saccharose, 0,01 M Hepes als Puffer (ohne Protease-Inhibitoren) 
homogenisiert. Nach Verdunnung auf 7 ml und Zentrifugation bei 850 g fur 10 Minuten zur 
Entfernung intakter Zellen und Kerne wurden 6 ml des Uberstandes iiber 24 ml 3 5 % Percoll 
5 mit 0,3 M Saccharose, 0,01 M Hepes fur 105 Minuten bei 20.000 UpM in einer Zentrifuge 
(Modell J2-21 M/E, Rotor: JA-20, Beckman Instruments, Munchen, Deutschland) (15) zentri- 
fugiert. Der Gradient wurde durch einen Sehwerkraftsiphon (30 x 1 ml) fraktioniert und jede 
Fraktion wurde nach Beschallung durch Enzy m i m munassay mit einem anti-H2-Antikorper 
auf Gegenwart von MHC-Klasse-H-Molekule und auf p-HexosamMdase-AMvitat (15) und 
10 Cathepsin-L-bezogene proteolytische Aktivitat unter Verwendung von TAP25-Peptid als 
Substrat (5 ^ig), untersucht Die Proben wurden 24 Stunden bei 37 °C inkubiert, 20-fach in 

• wassriger TFA verdunnt und durch MALDI-Massenspektrometrie untersucht Zur spezifi- 
schen Hemmung der Cathepsin-L-Aktivitat wurden die entsprechenden Fraktionen mit 1 jim 
Z-Leu-Leu-Leu-fluormethylketon (Sigma) vermischt. 

15 

Prozessierung von MUCl-Glykopeptiden durch murine dendritische Zellen 

In einer Reihe von Experimenten wurde eine Vielzahl von Anwendungsarten fur das Pulsen 
von dendritischen Zellen mit Antigenen durch Anwendung konfokaler Lasermikroskopie und 
20 Fluoreszenz-aktiviertem Zellsortieren in der kinetischen Analyse von Cy3-markiertem 

MUCl-Peptid (lOOmer) getestet. GemaB den quantitativen FACScan-Daten nahm der Anteil 
'v \ der Fluoreszenz-markierten Zellen mit der Zeit bis zu 2 Stunden zu, j edoch noch mehr mit 
tf^y er ^ der Antigen-Aufbringung als freies Peptid, als Peptid-Antikorperkomplex oder als 
^^^Konjugate an paramagnetischen Eisenoxid-Kugelchen. Die letzteren wurden von den Zellen 
25 am effektivsten unabhangig von der Gr6J3e der Kugelchen (50 nm oder 1 [im Durchmesser) 
und unabhangig von der Art der Peptid-Bindung an die Kiigelchen iiber immobilisiertes 
Streptavidin, anti-MUCl-Antikorper (C595, B27.29) oder Helix pomatia Agglutinin (im 
FaUe von GalN Ac-sub stituierten Glykopeptiden) eingebaut. Wahrend nach einer zweistiindi- 
gen Inkubationszeit mehr als 80 % der Maus-DCs mit Antigen-beschichteten Kiigelchen (1 
30 |nm) beladen waren, wurde bei Peptid-Antikorperkomplexen ein Anteil von nur 15-20 % und 
bei freiem Peptid-Antigen von unter 5 % erreicht DemgemaB waren alle Versuche, Peptid- 
Prozessierungsprodukte nach Pulsen mit freiem Antigen oder Antigen-Antikorperkomplexen 
zu identifizieren, nicht erfolgreich. 
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Maus-DCs wurden an AIMV-Medium angepasst und 4 Stunden mit einem Gemisch axis bio- 
tinylierten Glykopeptiden (HI bis H6) gepulst, die an Antikorper- und Lectin-beschichtete 
Kugelchen gebunden waren. Drei Fraktionen, namlich das magnetisch getrennte Zell-Pellet, 
5 das zentrifugierte Zell-Pellet und der Uberstand wurden auf das Vorhandensein proteolyti- 
scher Fragmente untersucht, die von den 21mer GalNAc-Peptiden abgeleitet waren (Fig. 1). 
Bine Peptid-Isolierung wurde durch magnetische Trennung auf Streptavidin-beschichteten 
Kugelchen nach Inkubation mit ZeUextrakten oder Uberstand oder durch Umkehrphasen- 
Festphasenextraktion auf Poros CI 8 durchgefuhrt. Die Fraktionen wurden durch MAL- 
10 DI(tof)-Massenspektrometrie, um das Massenmuster der Peptidprodukte zu gewinnen und 
durch Nanoflow-LC-ESI-Massenspektrometrie im MS/MS-Modus analysiert, um die Se- 

• quenzinfonnation zu gewinnen. Die in Fig. 1 dargestellten Ergebnisse zeigen eine umfassen- 
de Fragmentierung der Glykopeptide an, wobei der Uberstand uberwiegend prozessierte Pro- 
dukte enthielt, wohingegen die Zellfraktionen ebenfalls betrachtliche Anteile an restlichen 
15 21mer-Glykopeptiden enthielten. Die AHG21 -Glykopeptide AHGVT- 

SAPD(E)T(S)RPAPGS TAPP(A)A (substituiert mit einem GalNAc-Rest) wurden jeweils bei 
m/z 2249,0 und 2223,0 identifiziert, entsprechend den Massen von N-thiopropionyliertem HI 
bis H3 (m/z 2249,0) und H4 bis H6 (m/z 2223,0). Die einzigen identifizierten Produkte wur- 
den jeweils bei m/z 1695.7 (PI) und bei m/z 1669,7 (P2) registriert, entsprechend den Gal- 
20 NAc-enthaltenden Peptidfragmenten SAP 16. Die Sequenz der beiden Peptidprodukte (P 1 , 

P2) wurde durch MS/MS auf einem Qtof2-Gerat bestatigt und umfasste 16 Aminosaure lange 
C-terminale Anteile der AHG21 -Glykopeptide (Fig. 2), 

PI SAP DT RPAPGSTAP P A (SEQ ID NO: 7) und 

P2 SAP E sRPAPGSTAP A A, (SEQ ID NO: 8) 
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die beide GalNAc an Thr/SerlO oder Thrl7 (Nummerierung gemaB der AHG21 -Sequenz) 
enthielten. Keine SAP16-Peptide ohne GalNAc wurden jeweils bei m/z 1492 und 1466 regist- 
30 riert, was darauf hinweist, dass die Proteolyse von AHG21 mit GalNAc an Thr5, das neben 
der Spaltstelle vorlag, nicht eintrat. Eine Sequenzierung der verbleibenden AHG21- 
Glykopeptide durch MS/MS-Analyse zeigte, dass sich das GalNAc vorzugsweise an Thr5 
befand, was mit der Annahme ubereinstimmt, dass xuiverdaute Protease-resistente AHG21- 




Glykopeptide mit HI bzw. H4 identisch waren (Fig. 2). Das 5 Aminosaure lange N-terminale 
proteolytische Fragment AHGVT (N-thiopropionyliert) wurde in keinem der Spektren nach- 
gewiesen. Kontrollexperimente mit DC-geprimten AIMV-Medien ohne Antigen (4 Stunden) 
zeigten an, dass keine proteolytische Aktivitat in das Medium sezerniert wurde, was eine 
5 nachweisbare Endopeptidase-Spaltung des TAP25-Peptids nach 24 Stunden Inkubation bei 37 
°C zur Folge hatte. Jedoch wurde nach Binstellung des Uberstands auf Bedingungen, die fur 
Cysteinproteasen optimal waren (pH 5,5,. 1 mM Dithiotreitol) eine geringere Exopeptidase- 
Spaltung des Peptids im Massenspektrum (Daten nicht dargestellt) registriert. Daher konnen 
die SAP16-Fragmente, die in den Oberstanden von Antigen-gepulsten Zellen nachgewiesen 
10 warden, als zellulare Produkte und nicht als extrazellulare Produkte sezernierter Proteasen 
angesehen werden. 

In-vitro-Proteolyse von MUCl-Glykopeptiden mit humanem Cathepsin-L 

15 Um die Prozessierungsdaten zu verifizieren, die mit Maus-DCs gewoimen wurden, und urn 
die vorgeschlagene Identitat der vorzugsweise involvierten Protease(n) zu bestatigen, fuhrten 
wir eine Reihe von z - w y/^-Digestionen mit Cathepsin-L und ausgewahlten Peptidsubstraten 
(Tabelle 1, Fig. 3) durch. Unter Anwendung von Standardbedingungen fur Cysteinproteasen 
und Inkubationszeiten von 3 Stunden war das Enzym dazu in der Lage, alle nicht- 

20 glykosylierten MUC 1 -Repeatpeptide quantitativ zu spalten, aufler der Variante GST20-AES- 
Peptid (80 % Spaltung). Ungeachtet der Startaininosaure-Position in der Repeat-Sequenz 
(TAP, AUG, GST) und der Lange der Peptide (20mer, 21mer, 25mer, lOOmer) spaltete Ca- 

•thepsin-L im VTSA-Motiv des Repeatpeptids spezifisch zwischen Thr-Ser. AuJ3er dieser be- 
vorzugten Spaltstelle, die in Lfoereinstimmung mit den i n v / vo -Daten steht, stellte sich heraus, 
25 dass geringere Aktivitaten der Enzymzubereitung auf die angrenzenden Positionen Val-Thr 
(TSA17 bei m/z 1959) und Ser-Ala (APD15 bei m/z 1771) gerichtet waren. Um die Moghch- 
keit auszuschlieBen, dass Aminopeptidasen fur die Erzeugung dieser kleineren Produkte ver- 
antwortlich sein konnten, wurde ein geschiitztes Substrat, das am Ami no-Terminus eine Bio- 
tin-Markierung trug, als Substrat verwendet (Fig. 3A). Ebenso in Ubereinstimmung mit der 
30 DC-vermittelten Prozessierung war die Erkenntnis, dass O-glykosylierte Peptide, die GalNAc 
oder Galpl-3 GalNAc trugen, effektiv digeriert wurden (Tabelle 1, Fig. 3B). Dariiber hinaus 
stellte sich heraus, dass die Position der Glykan-Bindung an eines der drei Threonine (Thr5, 
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ThrlO, Thrl7) in der AHG21-Sequenz entscheidend ist, wie es durch die i n vz - vcr Daten nahe- 
gelegt ist. Wahrend GalNAc oder Galpl-3 GalNAc in von der Spaltstelle entfemteren Positi- 
onen (ThrlO, Thrl7) keinen Einfluss auf die Spaltung durch Cathepsin-L aufwiesen, waren 
die Glykopeptide HI und H4, die beide an der Spaltstelle (Thr5) glykosyliert waren, gegen- 
5 iiber einer Proteolyse stabil. Eine geringere Exopeptidase-Aktivitat war (im Falle dieser Gly- 
kopeptide) in der Cathepsin-L-Zubereitung axis menschlicher Leber nachweisbar. Als Kon- 
trolle wurde menschliches Cathepsin-D mit einer Auswahl an MUCl-Repeatpeptiden und 
Glykopeptiden getestet, und es stellte sich heraus, dass es nicht dazu in der Lage war, irgend- 
eines von dies en sogar dann, wenn Inkubationszeiten von bis zu 24 Stunden ausgewahlt wur- 
10 den, als Substrat zu verwenden. Es kann gefolgert werden, dass die proteolytische Aktivitat in 
der menschlichen Cathepsin-L-Zubereitung alle Hauptaspekte der MUCl-Glykopeptid- 
Prozessierung f n v f vo durch Maus-DCs zusammenfasste. 



In-vitro-Proteolyse von MUCl-Glykopeptiden mit Enzymen in endosomalen Fraktionen 
15 mit niederer Dichte ans nnirinen dendritischen Zellen 



Murine dendritische Zellen wurden in Abwesenheit von Protease-Inhibitoren aufgebrochen 
und der Uberstand nach Entfernung der Kerne in einem Percoll-Gradienten zentrifugiert. Die 
Gradientenfraktionen wurden auf ihre proteolytische Aktivitat unter Verwendung von TAP25 
20 als Substrat getestet und unter Verwendung von Inkubationsbedingungen, die fur 

Cysteinproteasen optimiert waren (Fig. 4). Endosomen mit niederer Dichte wurden axis Lyso- 
somen gemaB der Registrierung von Marker-Proteinen (p-Hexosaminidase) abgetrennt und es 

•wurde gezeigt, dass sie eine Cysteinprotease enthielten, die mit Z-Leu-Leu-Leu- 
fluormethylketon nicht hemmbar war und mit einer Ortsspezifitat, die mit humanem Ca- 
25 thepsin-L in Beziehung stand. Nur Enzyme in Fraktionen mit einer Dichte urn 1,037 g/ml 

spalteten das TAP25-Peptid und H3/H6 Glykopeptide an Thr-Ser, wodurch SAP 16 gewonnen 
wurde, wahrend alle Fraktionen, insbesondere diejenigen mit Dichten von uber 1,054 g/ml, 
betrachtliche Aktivitaten von Carboxypeptidase(n) enthielten (Fig. 4). 

30 Die hier vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mai eine Einsicht in die Prozessierung des hu- 
manen Glykoprotein-Tumorantigens MUC1 durch DCs. Unter Verwendung von Methodolo- 
gien aus dem Stand der Technik zur Strukturcharakterisierung von Peptiden/Glykopeptiden 




war diese Studie dazu in der Lage, vier bedeutende Fragen betreffend der MUCl-Proteolyse 
durch APCs im MHC-Klasse-II-Weg zu beantworten: 1) Welche sind die Spaltstellen im 
MUCl-Repeat-Peptid? 2) Auf welchem Wege beeinflussen O-gebundene Glykane die prote- 
olytische Spaltung? 3) Werden Kemtyp-Glykane vor der proteolytischen Prozessierung ent- 
5 fernt? 4) Welche der in den Prozessierungsmechanismus involvierten Enzyme sind fur die 
proteolytische Spaltung von MUCl-Repeat-Peptiden verantwortlich? Unsere Ergebnisse zei- 
gen, dass MUC1 -Repeats an zwei SteUen^ namlich zwischen Thr-Ser im VTSA-Motiv und 
zwischen His-Gly gespalten werden. Wahrend der f n v / vo -Prozessierung wurden die Core- 
type-Glykane GalNAc und Galpl-3 GalNAc nicht entfemt, hemmten jedoch die Spaltung, 
!0 wenn sie sich neben der Spaltstelle befanden. Die obigen Aspekte, insbesondere die Ortsspe- 
zifitat der Spaltung und die ortsabhangigen Wirkungen der Kohlenhydrate wurden unter 

• Verwendung von menschlichem Cathepsin-L i n v f tro perfekt simuliert Weil dieses Enzym 
zur Cystein-Protease-Familie gehort, die mit Papain verwandt ist und von der beansprucht 
wird, dass sie in die Antigen-Prozessierung involviert ist (7, 8), bestatigten wir weiter die 
15 Einbeziehung von Cathepsin-L (oder einer eng verwandten Enzymspezies) in die MUC1- 
Repeat-Proteolyse durch spezifische Hemmung, Es kann angenommen werden, dass die An- 
tigen-Prozessierung in spaten Endosomen durch eine Faroihe von Proteasen mit teilweise 
uberlappenden, jedoch noch verschiedenen Spezifitaten vermittelt wird. Daher schliefien die 
in vzYw Daten uber & G Cathepsin-L-Spaltung von MUCl, die in dies em Dokument prasen- 
20 tiertwird yr+t i}z w^l&.< m y'A ■ hung anderer, Cathepsin-L-verwandter Enzyme in den 
Prozessie.^ <. * ■ V. *. b spezifische Spaltung von MUCl ein. 

•Das Peptid SAP 17 oder die glykosylierten Derivate, die O-gebundene Glykane an den mehr 
C-terminalen Thr- und Ser-Positionen tragen, konnen die bevorzugten, wenn nicht exklusiven 
25 Prozessierungsprodukte von MUCl -Repeats in DCs darstellen. Die strukturellen Merkmale 
dieser Produkte stimmen mit Erkenntnissen aus einer immunologischen Studie uberein, die 
parallel durchgefuhrt wurde 1 . GemaB dieser Arbeit bleiben Glykane wahrend der Prozessie- 
rung von MUCl-Glykopeptiden durch DCs intakt, beeinflussen jedoch die Aktivierung von 
T-Zell-Hybridom-Klonen in einer ortsspezifischen Weise. Klon VF5, der mit einem Peptide- 
30 pitop reaktiv ist, das das DTR-Motiv aufweist, wurde durch humane DCs, gepulst mit 

AHG21-Glykopeptiden, aktiviert, die Glykane an Serl6 oder Thr 17 trugen. Keine Zunahme 
der IL-2-Produktion durch diesen Klon war jedoch messbar, wenn die Glykane am vorge- 
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schlagenen Epitop oder an den Thr-Ser-Positionen neben der Spaltstelle angeordnet waren, 
die in der vorliegenden Studie definiert wurden (Thr5, Ser6). Daher konnen die O- 
gebundenen Glykane die ortsspezifische proteolytische Prozessierung oder Presentation der 
MHC-Klasse-H-restringierten Glykopeptide verandern. Dass Glykane die Presentation von 
5 Glykopeptiden auf MHC-Klasse-II negativ beeinflussen, kann nicht verallgemeinert werden, 
weil eine effektive MHC-Klasse-H-Prasentation von Glykopeptiden und eine Aktivierung von 
T-Zellen (16) gezeigt wurde. Es existieren Belege dafiir, dass Glykane nicht nur negative 
Auswirkungen auf die DC-veimittelte Prozessierung und T-ZeU-Aktivierung aufweisen. Wir 
haben damit in Ubereinstimrnung ein T-Zell-Hybridom VF9 erzeugt und charakterisiert, das 
10 mit MHC-Klasse-II-prasentierten MUC 1 -Glykopeptiden reaktiv ist, die an Thr5 in der 

AHG21-Sequenz Galpl-3 GalNAc trageni. Das spezifische Epitop dieses T-Zell-Hybridom- 

• Klons FV9 unterstellt, dass ein 21mer Glykopeptid den Prozessierungsmechanismus unge- 
spalten durchlauft und als solches auf MHC-Klasse-H-Proteinen prasentiert wird. Somitu- 
berleben O-gebundene Glykane nicht nur den Prozessierungsmechanismus auf APCs und 
15 werden auf MHC-Klasse-H-Proteinen prasentiert, sie konnen auch in die Epitop-Struktur in- 
volviert sein, die von T-Zell-Rezeptoren erkannt werden. Auf dieser Grundlage kann hypo- 
thetisch verallgemeinert werden, dass Glykane auf diese Weise zu einer groBeren Diversifi- 
kation der Immunreaktion gegeniiber dem redundanten Proteinkern von MUC1 beitragen 
konnen. 

20 

Es wurde beansprucht, dass Tumor-ass oziiertes MUC1, insbesondere die Glykoformen von 
Brustkrebszellen, unterglykosylierte Proteinkeme zeigen (17), was sich auf beides bezieht, 
ksowohl auf verkurzte Kettenlangen als auch auf eine reduzierte Anzahl von glykosylierten 
^Stellen pro Repeatpeptid. Wir konnten kiirzlich zeigen, dass diese Annahme nur teilweise 
25 korrekt ist, weil die Strukturanalyse von MUCl-Proben, die in vier unterschiedlichen Brust- 
krebs-Zelllinien rekombinant exprimiert wurden, erhohte O-Glykosylierungsdichten (18) 
zeigten. Daruber hinaus xuiterschieden sich die Muster der O-gebundenen Ketten zwischen 
individuellen Zelilinen stark, was darauf hinweist, dass kein gemeinsames Brustkrebs- 
assoziiertes Profil existiert. Letztendlich wurde die vorgeschlagene Verschiebung von Core-2- 
30 basierten Glykanen zu Core-1 nicht verifiziert, ganz im Gegenteil, es wurde gezeigt, dass 

Core-2 die vorherrschende strukturelle Grundlage der Krebs-assoziierten Glykane bildete. Ein 
durchschnittliches Profil der O-gebundenen Glykane, das fur MUC1 aus gepoolten Ascites- 
Proben von Brust- und Pankreaski*ebspatienten ermittelt wurde, stimmte ebenfalls mit einer 





komplexeren, Core-2-basierten Glykosylierung uberein (19). Interessanterweise reprasentiert 
diese Glykoform des Mucins ein schwaches Immunogen im MHC-Klasse-I-Weg (20) und ist 
im MHC-Klasse-E-Weg nicht immunogen (14). Das letztere Phanomen wurde einem 
„FesthaIten" des Antigens in fruhen Endosomen von DCs zugeschrieben, das durch eine mul- 
5 tivalente, hoch-avide Wechselwirkung mit dem Mannose-Rezeptor (14) vermittelt wurde. Es 
kann demgemafi geschlossen werden, dass die O-Glykosylierung von MUC1 in erster Linie 
das trafficking" von endozytiertem Mucin stort Spater, wenn die spat-endosomalen Kom- 
partimente ftir das Antigen zuganglich sind, konnen auch andere Storarten, die durch O- 
gebundene Glykane vermittelt werden, zum Zuge kommen, wie eine sterische Hemmung der 
10 Proteolyse. Die Existenz derartiger Einschrankungen, die durch eine ortsspezifische O- 

Glykosylierung eingefuhrt wurden, werden in der vorliegenden Studie offensichtlich, weil an 

• Thr-Ser im VTSA-Motiv von MUC1 -Repeats gebundene Glykane die Prozessierung der Gly- 
kopeptide verhinderten. Die spezifische Proteolyse des MUCl-Peptids durch Cathepsin-L 
wurde ebenfalls die Beobachtung erklaren, dass ein Tn-lOOmer-Peptid mit insgesamt 15 Gal- 
15 NAc-Resten, gebunden an jedes Thr5, Serl6 und Thrl7 (Nummerierung gemafi der AHG20- 
Sequenz) nicht dazu in der Lage war, Th-Zell-Klone zu aktivieren 1 . Daher muss die ortsspezi- 
fische Glykan-Substitution, nicht notwendigerweise die Glykan-Struktur, bei der Entwicklung 
von Krebsvakzinen beachtet werden. Weil nicht alle glykosylierten Epitope fur die MHC- 
Klasse-H-Prasentation verfiigbar waren, prasentieren SAP 17 und dessen glykosylierte Deri- 
20 vate eine "vorprozessierte" Form, die zur internen oder externen Beladung auf MHC-Klasse- 
II-Molekule in immunther^peutischen Ansatzen geeignet ist. Bei Beladungsexperimenten mit 
SAP 17 konnen die Glykosylierungs-abhangigen Wirkungen auf die Bindung an MHC- 

•Klasse-H-Proteine und an die T-Zell-Rezeptoren durch systematische Variation der Substitu- 
tions orte und Strukturen der Glykane untersucht werden. 
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PATENTANSPRUCHE 



Peptidfragment der Tandem-Repeat-Domane von MUC1, das mit der Aminosaurese- 
quenz SAP beginnt und miadestens 9 Aminosauren umfasst. 

MUCl-Peptidfragment nach Anspruch 1, wobei das MUC1 -Fragment 10-25 Amino- 
sauren aufweist. 

MUCl-Peptidfragment, das eine Aminosaure nach SEQ ID NO: 1-4 oder 1 1 oder Va- 
rianten hiervon umfasst, wobei die Varianten eine oder mehrere Insertionen, Substitu- 
tionen und/oder Deletionen im Vergleich zur Sequenz von SEQ ID NO: 1-4 oder 1 1 
umfassen, und bei denen die biologische Aktivitat im Wesentlichen der Aktivitat des 
Peptids, das die unmodifizierte Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 1-4 oder 1 1 um- 
fasst, gleich ist, und vorausgesetzt, dass die Varianten mit der Aminosauresequenz 
SAP beginnen und mindestens 9 Aminosauren umfassen. 

MUCl-Peptidfragment nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, wobei ein 
oder mehrere der Threonine oder Serine des Peptidfragments O-glykosyliert sind 

MUCl-Peptidfragment nach Anspruch 4, das einer der SEQ ID NO: 1 bis 4 oder 1 1 
entspricht, wobei die Aminosaure an Thr5 und/oder 12 glykosyliert ist. 

Nukleinsaure, die ein MUCl-Peptidfragment nach einem der Anspriiche 1 bis 3 ko- 
diert. 

Verfahren zur Erzeugung der MUCl-Peptidfragmente nach einem oder mehreren der 
Anspriiche 1 bis 5, das die folgenden Schritte umfasst: 

a) Bereitstellung eines Peptids, das die Tandem-Repeat-Domane von MUC1 oder 
einen Teil hiervon umfasst, wobei der Teil zumindest eine Wiederholungsein- 
heit der Tandem-Repeat-Domane von MUC1 enthalt, 

b) In-Beriihrung-Bringen des Peptids aus a) mit einer wirksamen Menge von Ca- 
thepsin-L oder einem eng verwandten Enzym hiervon, wodurch das Peptid ge- 
spalten wird, und 




c) Isolieren der in b) erzeugten Fragmente. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das in Schritt a) bereitgestellte Peptid nattirliches 
MUC1 ist, das aus menschlichen Mttchfettmembranen, aus menschlichem Tumor- 
Aszites oder aus menschlichen Brustkarzinom-Zelllinien gewonnen wird oder durch 
SEQ ID NO: 5, 6, 9, 10 oder 12 dargestellt wird 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei eine oder mehrere der Aminos auren des in 
Schritt a) bereitgestellten Peptids O-glykosyliert sind, vorausgesetzt, dass das Peptid 
nicht an der Spaltstelle von Cathepsin-L glykosyliert ist. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 7 bis 9, wobei ein oder mehrere 
der Threonine oder Serine des in c) isolierten Peptidfragments O-glykosyliert sind. 

1 1 . MUC 1 -Peptidfragment, das durch ein Verfahren nach einem oder mehreren der An- 
spruche 7 bis 10 gewinnbar ist. 

12 « Ex vzvo-Verfahren zur Erzeugung einer Population autologer Antigen prasentierender 
Zellen (APCs), die zum Induzieren einer effektiven Tmmunreaktion gegen MUC1 in 
der Lage sind, das die folgenden Schritte umfasst: 

a) Bereitstellen von autologen APCs von einem Tumorpatienten; 

b) In-Beriihrung-Bringen der autologen APCs des Tumorpatienten mit einer 
wirksamen Menge eines MUC 1 -Peptidfragmentes nach einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 5 oder 1 1 unter Bedingungen, die eine Endozytose, Pro- 
zessierung und MHC-Klasse-II-Prasentation der Peptidfragmente durch diese 
APCs ermoglicht, und 

c) Isolieren der MUC 1 -Peptid prasentierenden APCs zum Zweck einer immun- 
therapeutischen Anwendung bei dem Patienten. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die MUC 1 -Peptidfragmente in b) an Eisenoxid- 
kugelchen gebunden sind. 




14 - Ex viw-Verfahren zur Herstellung gentechnisch erzeugter APCs, die zum Induzieren 
einer wirksamen Immunreaktion gegen MUC1 in der Lage sind, das die folgenden 
Schritte umfasst 

a) Bereitstellen einer Nukleinsaure, die fur eines der MUC 1 -Peptidfragmente 
nach Anspruch 1 bis 5 oder 1 1 kodiert, 

b) Trans fizier en der APCs mit der Nukleinsaure und 

c) Auswahlen von APCs, die,die MUC 1 -Peptidfragmente in einer MHC-Klasse- 
H-restringierten Weise prasentieren. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Nukleinsaure in Schritt a) in einem Expressi- 
onsvektor bereitgestellt wird 

16. APC, die durch das Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 12 bis 15 
gewinnbar ist. 

17. APC nach Anspruch 16, die eine dendritische Zelle oder eine B-Zelle ist. 

18. Therapeutische Zus ammens etzung, die eine therapeutisch wirksame Menge des 
MUCl-Peptidfragmentes nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5 oder 11 
oder der APCs nach einem oder mehreren der Anspriiche 16 oder 17 und einen phar- 
mazeutisch vertraglichen Trager umfasst 

1 9. Therapeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 8, die eine Vakzine ist. 



20. 



Verwendung der therapeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 18 oder 19 in der 
Behandlung von Brustkrebs- oder anderen MUCl-positiven Karzinomen, einschlieB- 
lich kolorektalem Karzinom, Pankreaskarzinom und Magenkarzinom. 




Zusammenfassun g 

Die vorliegende Erfindung betriffl MUCl-Peptidfragmente und betrifft Verfahren zur Her- 
stellung solcher Peptidfragmente. Die Erfindung betriffl weiterhin ein ^ vz - w -Verfahren zur 
5 Herstellung einer Population autologer Antigen prasentierender Zellen (APCs) und zur Her- 
stellung gentechnisch erzeugter APCs, die zur Induktion von effektiven Immunreaktionen 
gegen MUC1 in der Lage sind. Die Erfindung betriffl weiterhin APCs, die durch diese Ver- 
fahren gewinnbar sind, ebenso wie die Verwendung der oben erwahnten Fragmente und 
APCs in einer therapeutischen Zus ammensetzung zur Behandlung von Brustkrebs und ande- 
10 ren MUCl-positiven Karzinomen, einschlieBlich kolorektalem Karzinom, Pankreas- und Ma- 
genkarzinom. 
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<210> 1 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> SAP20 
<400> 1 

x Ala Pro Asp Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Pro Ala 
5 10 15 



His Gly Val Thr 
20 



<210> 2 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 



<223> 



SAP2 0 



<400> 2 



Ser Ala Pro Glu Ser Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Ala Ala 
15 10 15 



His Gly Val Thr 
20 



<210> 3 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 



9 



<:220> 

23> SAP20 
<400> 3 



Ser Ala Pro Glu Ser Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Pro Ala 
1 5 10 15 



His Gly Val Thr 
20 



<210> 4 
<211> 20 
<212> PRT 

"°13> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> SAP20 
<400> 4 

Ser Ala Pro Asp Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Ala Ala 
15 10 15 



His Gly Val Thr 
20 



<210> 5 



<211> 21 



<212> 




<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> H1-H3 
<400> 5 

Ala His Gly Val Thr Ser Ala Pro Asp^Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser 
1 5 10 15 



Thr Ala Pro Pro Ala 
20 



<210> 6 

11> 21 

12> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> H4-H6 
<400> 6 

Ala His Gly Val Thr Ser Ala Pro Glu Ser Arg Pro Ala Pro Gly Ser 
1 5 10 15 

Thr Ala Pro Ala Ala 




<211> 16 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 
<223> PI 
<400> 7 



Ser Ala Pro Asp Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Pro Ala 
1 5 10 15 



<210> 8 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

v 

<223> P2 
<400> 8 

Ser Ala Pro Glu Ser Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Ala Ala 
15 10 15 

•£210> 9 

Pll> 25 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> TAP 2 5 
<400> 9 

Thr Ala Pro Pro Ala His Gly Val Thr Ser Ala Pro Asp Thr Arg Pro 
15 10 15 

•a Pro Gly Ser Thr Ala Pro Pro Ala 
, 20 25 

<210> 10 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> GST2 0-AES 
<400> 10 



Gly Ser Thr Ala Pro Ala Ala His Gly Val Thr Ser Ala Pro Glu Ser 
1 5 10 15 



Arg Pro Ala Pro 
20 



<210> 11 

4 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> SAP17 

<400> 11 



i 



Ser Ala Pro Asp Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Pro Ala 
5 10 15 



» 



<210> 12 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> GVT20 

<400> 12 



Val Thr Ser Ala Pro Asp Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala 
5 10 15 



Pro Pro Ala His 
20 
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